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論文内容の要旨
【目的}
Arc は最初期遺伝子の一つであり、その発現は神経細胞において電気刺激やメタンフェタミンなどの刺激により誘
導される。ArcmRNA は活性化された樹状突起に運ばれることから、細胞体だけでなく樹状突起内の局所で蛋白質に
翻訳される可能性が示唆されている。また、ラット海馬へのアンチセンスオリゴヌクレオチドの導入による発現阻害
により、Arc タンパク質がシナプス可塑性や記憶の保持に重要であることが示されている。しかし、そのタンパク質
機能は不明であることから、本研究は神経細胞におけるArc の局在と機能を明らかにすることを目的とした。
【方法ならびに成績】
Arc タンパク質の発現部位を調べるために抗体を作成した。ラット海馬においてArc の発現は電撃痘筆処理により
有意に誘導され、その発現は歯状回頼粒細胞層および、その樹状突起部位である歯状回分子層に限局していた。細胞
分画によりArc の細胞内局在を検討した結果、電撃痘肇処理および対照のラット海馬において粗シナプトソームの不
溶性画分に最も多く存在することが分かつた。さらに電撃痘肇処理により誘導された場合、他の画分にも僅かに存在
した。
さらにラット海馬初代神経細胞において細胞内局在を検討した結果、Arc は細胞体および樹状突起に存在し、後シ
ナプスおよびシャフトの両方に存在することが分かつた。
次にArc の機能を調べるために、 GFP-Arc 融合タンパク質の発現プラスミドをラット海馬初代神経細胞に導入した。
GFP-Arc 融合タンパク質を発現させた細胞では、 MAP2 (microtubule-associated protein 2) の免疫原性が減弱する
ことが観察された。 GFP による対照実験ではこのような現象は観察されず、また、主な細胞骨格の構成タンパク質で
あるチュープリンや F-アクチンの免疫原性には影響を及ぼさないことを確認した。 MAP2 の減弱がArc タンパク質
によるものかどうかを検討するために、 TAT ペプチドタグによるタンパク質導入実験を行った。その結果、Arc タン
パク質の導入により MAP2 の減弱が引き起こされることが確認でき、またウエスタンプロッティングにより、これは
MAP2 の量的な変化を反映したものではないことが示唆された。
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続いて、MAP2 の減弱の分子機構を調べるためにArc と MAP2 のタンパク質問相互作用の有無を検討した。 invitro 
微小管重合実験により、Arc が微小管と MAP2 の複合体と相互作用すること、ならびにドットブロットによる非変性
条件での検討により、その相互作用が MAP2 の免疫原性を減弱させる原因であることが示唆された。
脳内におけるArc の発現が MAP2 の免疫原性の減弱を引き起こすかどうかを検討するために、電撃痘肇処理後の
ラット海馬部分を免疫組織染色で調べた。その結果、Arc が発現誘導された歯状回分子層において MAP2 の減弱が観
察された。
[総指】
Arc は樹状突起の後シナプスおよびシャフトに存在することが明らかlこなった。また培養細胞系での機能付加実験
ならびに ln 吋vo での痘撃においてArc は MAP2 の免疫原性の減弱を引き起こすことが分かつた。この分子機構とし
てArc と微小管1MAP2 複合体の相互作用が重要であることが示唆された。
一連の結果から、神経活動により誘導されたArc は細胞骨格タンパク質と相互作用することにより神経細胞樹状突
起の形態的および機能的な調節を行うことが示唆された。
論文審査の結果の要旨
Arc は最初期遺伝子の一つで、あり、その発現は神経細胞において電気刺激やメタンブエタミンなどの刺激により誘
導される。ArcmRNA は活性化された樹状突起に運ばれることから、細胞体だけでなく樹状突起内の局所で蛋白質に
翻訳される可能性が示唆されている。また、ラット海馬へのアンチセンスオリゴヌクレオチドの導入による発現阻害
により、Arc タンパク質がシナプス可塑'性や記憶の保持に重要であることが示されている。しかし、そのタンパク質
機能は不明であることから、本研究は神経細胞におけるArc の局在と機能を明らかにすることを目的とした。
申請者は、Arc に対する抗体を作成し、海馬組織および海馬培養神経細胞におけるArc 蛋白質の局在を調べた結果、
Arc は樹状突起のスパインとシャフトに局在することが明らかになった。また、生化学的検討により、シナプス付近
のシナプス後肥厚部あるいは細胞骨格系との会合が示唆された。
海馬培養神経細胞への強制発現による機能付加実験によりArc の機能解析を行った結果、Arc の発現が微小管結合
蛋白質 2 の免疫原性の減弱を引き起こすことが明らかになった。微小管関連蛋白質の in vitro 重合を行った再構成実
験により、Arc 蛋白質と微小管/微小管結合蛋白質 2 の結合が示され、これが微小管結合蛋白質 2 の免疫原性の減弱の
分子機構であると考えられた。電撃痘筆による in vivo での検討により、Arc が発現誘導される歯状回分子層において
海馬培養神経細胞の実験で観察された現象と一致する結果が得られ、Arc が微小管細胞骨格系と相互作用することが
神経の可塑的変化に影響を及ぼすことが示唆された。
本研究は、神経活動依存的に発現誘導される遺伝子産物Arc の機能解析を行い、Arc が微小管細胞骨格系と会合す
ることを示し、神経可塑性の分子機構に重要な働きをすることを示唆した。よって、本論文は学位論文に値すると考
える。
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